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β一グルカンの、特に加 卿oにお ける細胞壁中での複雑な高次構造の形成過程 にっ
いては、いまだ明 らかにされていない。それ には、現時点では有効な突然変異体
が得 られていないこと、またβ一グルカン合成酵素系には不安定な複数の因子が関















な現象を引き起 こす物質をキラー トキシンと称 している。そして複数の属の酵母
において、タイプの異なるキラー トキシン、数種類が知 られている。またそれぞ
れのキラー トキシンの作用機作についても£oθrθv繍θのK1キラー系をはじめ、
κ勿 りθro砂cθ厨αo漉、p励ぬん勿vθr'、1伽3θη蜘 〃微 熔等で解析がなされており、
中でも且 〃臓 航のキラー系では、加v∫voの系において感受性酵母の細胞壁β一グル
カン、特 にアルカリ不溶、酸不溶β一グルカンの合成を阻害することで致死的な効
果をもたらすことがわかっている。 しか し加 伽oの アッセイ系で はその阻害効果
ははるか に小さく、分子レベルでの作用機作については未だ不明の点が多く残さ
れている。
本研究においては、丑 栩㎎耀 の産生するキラー トキ シン(HM-1)が30θ煮ε瘤 吻 等
の感受性酵母の細胞壁β一グルカンの合成を特異的に阻害す ることに着目して、そ





&cθrθv赫αθの且 耀 α熔 キラー トキ シン耐性遺伝子 のクロー ニング と諸性 質 の決定
2-1ぶcθrθ瘤 加θゲノム ライブ ラ リーの調製
ぶcθrθ漉 血eと疎c乃θ漉 肋co1'のシヤ トルベクターで あるYEp213のβ4醒HI部位 に、
3碑3AIで部分消化 した&cα芦θv肋θの ゲノムDNAを挿 入 し、 ライブ ラ リー と した。
ベ クターのYEp213は2岬DNAの複 製起点 を もち、50θハεy肋θの細胞 内で もマル
チ コピーで存 在す る。 この ライブ ラ リー を51cθrθ嘘 吻A451に トラ ンス フエク ト
して、特定遺伝 子 の過剰 発現 を行 った。一方、51cθrθvな地θA451は0.7F9〆皿 の
HM-1トキ シ ンに よって完全 にその生育が阻止 され るため、同濃度 のHM-1トキ シ




2-25:cθ声 v肋θの1Z耀 αゼ∫キ ラー トキ シン耐性遺伝 子(㎜ ～1)の構造 と諸性 質
Fig.3より正伽dnI消化 による2.6kbの断片がHM-1トキ シン耐 性の形質 を与 える領
域で あ る と判断 した。 この部分 についてサ ンガー法 によ り塩基 配列の決 定 を行 っ
た。GenomicSouthemblotanaly曲の結果 よ り、本遺 伝子 はS.oθ君8v漁8のゲ ノム上
に1コピー存 在す るこ とが示 された(Fig.4)。Northemblotanalysisを行 った ところ、
上 記の プラス ミ ドを トランスフェク トした細 胞に は約3kbの予想 されたサ イズの
メ ッセ ージが認 め られたが 、endogenousなメ ッセー ジは約6kbであ るこ とが判 明 し
た(Fig.5)。また塩基配列 を決定 した ところ、翻訳 開始 の メチオニ ンと考 え られ る
位置 の5'上流側 に もOpenreadingframeが連続 している ように思わ れ ること、 また
その部分 に典型 的なプ ロモ ーターの配 列が見出せない こ とより、 ここで 得 たク ロ
ー ンは部 分的 な ものであ ると結論 し、再度 ゲノム ライブ ラ リーをス ク リー ニ ング
して全長 を含 むク ロー ンを得 た。 また塩 基配 列の決定 を行 った。本遺伝子 は
HκR1(Hα囎θπ蜘 耀 αたf∫K皿ertoxhlResistantgene1)と命 名 した。H (R1は5406bpか
ら成 り、1802個のア ミノ酸 、分子 量189kDaのタンパ ク質 を コー ドしてい る と考 え
られ 、.そこには8箇所の アスパ ラギ ン結合型糖鎖 の付加部位が 認め られ た(Fig.6、
7)。推定 ア ミノ酸配列 についてhydropathyplotを行 った ところ、そのN末 端 には シ
グナルペ プチ ドとして機能 しうる疎水性に富 む リーダー配列 が、 またC末 端側 に
は膜貫通 領域の可能 性 をもつ非常 に疎水性の高い配列が み られた(Fig.6、7)。さ
らに本遺 伝子産 物の特徴 と して、その中央付近の繰返 し配 列の存在が 指摘 され
(Fig.6)、また推定 され るア ミノ酸組 成ではSer、Thrに富 む ことか ら(Fig.7)、酵母
細胞表 層 にお いて高度 に糖修飾 を受 けてい るもの と予想 された。 さ らにCa2+結合
コンセ ンサ ス と して知 られ るEF一ハ ン ドモチー フが完全 な形 で認め られ た(Fig.8)。
EMBLおよびGenBankデータベー スに対 してホモ ロジー検索を行 った結 果 、既 知の
いず れの遺伝 子 とも異なる、新規の もので あることが判 明 したが 、興 味深い こ と
にScθrε贈 如θの細 胞周期変異 、04c24のマルチ コピーサ プ レッサー遺伝子 で ある
福5β2とヌ クレオ チ ドの レベルで約45%、またアミノ酸 の レベルで約33%のホモ







発現させて精製 し、これを抗原 としてウサギにて抗体を作製 した(Fig.9)。
3-2照R1の 誘 導発現お よび1択R1タンパク質の機能の解析
North㎝blotanalysisの結果、endQgenousな∫1、KR1メッセー ジの レベ ル は低 か った
ので 、ガ ラク トース により誘導可能なプ ロモー ター磁L1あ るい は6i毘7の下流 に
HκR1の全 長お よび 当初得 られたC末端側の配列 を接続 して誘導発 現を行 った。
mRNAレベルの発現 をNorthemblotdngによ り行 った(Fig.10)。またタ ンパ ク質 レベ
ルの発現 をWest㎝blotほngにより確i認した結 果、C末 端側で は強 く誘導発 現 され た
が全長で は誘導発 現の効 果 は小さか った(Fig.11)。また これ はN末 端 の リーダー配
列 近傍 にタンパ ク質の安定性 に寄与 してい る領域が存在す るためで あ る と推 定 さ
れ た。 また∬KR1の過剰発現 によるHM.1トキ シン耐性の獲得 につい て検討 した結
果 、耐性獲得 にはそのC末端側 のみで十分で ある こと、 またその方が よ り強い耐
性 を示 した(Fig.12)。このこ とはタ ンパ ク質の発現量 に対応 してい る もの と推定
され た。 β。グル カン合成酵素活性 に及ぼす 影響 を検討 した ところHκR1の過 剰発
現 は活性の低下 を もた らし、 また ここで もC末端側 のみの場合 に大 きな効果がみ
られ た(Fig.13)。また駅R1の 全長お よびC末 端側 を過剰発現 させ た細胞 の細胞壁
β一グル カンの構 造変化 について検 討 した。 アル カ リお よび 酸 による抽出 を行 った
ところ、依R1のC末 端側 を過剰発 現 させ た細胞で は、 アル カ リ、 酸不溶 グル カン
の含量 が顕著 に増大 してお り(Fig.14)、またメチル化分析の結果 で は、1,3一結 合の
含量が減 少 してい た。 さ らにHκR1が8cθ7θv師αθの生育 に必須で あ るか どうか を
調 べ るためにdisrupロonを行 った。胞子の四分子解析 の結 果、4胞子 中2個のみが発
芽 し、HκR1の曲ruptionは致死の表現型を とることが判 明 した・ よ って本遺 伝子
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は生 育 に必 須な遺伝子 であ ると結論 した(Fig.15、16)。
第四章
月KR1の過剰発現によるHM4トキシン耐性獲得機構について
4-1各種 オ リゴ糖 お よび多糖 を用い た競合 実験
&cθrθv醜eA451にHM-1トキシ ンを作 用 させ る際、 その反応 系 に各種 オ リゴ糖
また は多糖 を濃度 を変 えて添 加 し、HM-1トキ シンの作 用 に及 ぼす各種糖 質 の影 響
を調 べた。 オ リゴ糖 、多糖 は短 鎖パ キマ ン(β・1,3一グル カン、重 合度約20)、プス
チ ュ ラン(β一1,6一グル カ ン、ポ リマ」)、ラ ミナラ ン(β一1,3一&β一1,6。グル カ ン、ポ
リマー)、酵母マ ンナ ン(ポリマー)、キチ ン(重合度4～5)そして可 溶性馬鈴 薯デ ン
プン(ポリマー)を用い た。各糖 の終濃度 は1.25、2.5、5.0、10.Omg1皿、H]M-1トキ
シンの終濃度 は15戸glmlとし、30℃で3時間プ レインキ ュベ ー トした後 、プ レー
テ ィング して、形成 され た コロニー数を計測 した。その結 果 、短鎖 パ キマ ン、プ
スチ ュランお よび ラ ミナ ラ ンにおいてHM-1の作用が強 く阻 害 され 、 また酵母 マ ン
ナ ンで も弱 い阻害効果がみ られ た。 キチ ンとデ ンプンで は阻害効果 がみ られ な か
った。 この こ とか らHM-1トキ シンはβ一1,3一お よびβ一1,6一グル カン系 の多糖 と強 い
相 互作用 を もつ ことがわ か り、またマンナ ンが弱い阻害効 果 を もつ こ とか ら、細
胞壁 中の β一グル カンとマンナ ンを含む多糖 複合体の高次 構造 を認 識 して作 用 を及
ぼす もの と推定 した(Fig.17)。
4-2κRβ6欠損変異体 を用い たHM-1トキシン耐性機構 の解析
808rθ瘤 加 のκRβ6はこれ まで に報告 されてい る数 少ない β一グル カ ン合成系 遺
伝子 の一つ であ る。κRE「6は&cθrθ贈 めeの生育 には必須で はな く、d蛤rup伽tを用
い た機 能の解 析が可能で あ る。、κRE6のdismptεmt(たア 6△)細胞 はその細 胞壁 β一グル
カンの構造 、特に β一1,6一グル カン量の減少を きた してい る;と が知 られてい る。
本研 究で はκRE6およびんアθ6△細胞 について、分画 した β一グル カン画分の メチル化
分析 を行 い、その構造変 化 とHM.1トキ シン耐性の相関 を検 討 した。KRE6のコー
ド領 域の大 部分を乙齪z2遺伝子 に置換す ることでdis則画onを行 った。 また
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dismp伽tのβ一グルカ ン合成能を検討 した(Fig.18)。.κRβ6およびんrθ6△細 胞 につ い
て 、各 々のHM-1トキシ ン耐性 について検討 した。各 々の細胞 に対 してHM-1トキ
シ ンを濃度 を変 えて作用 させ、一定時間 インキ ュベー トした後 にプ レーテ ィング
して生存 率 を調べ た。1(REI6細胞 のIC50は約0.5F91皿であ るの に対 してんアθ6△細胞
で は約1。1μg加1であ り、HM-1トキシ ンに対す る感受 性が半減 して いた(Fig.1g)。
また各 々の細胞 壁 β一グル カンを分離、分画 した後、 メチル化分析 を行 って構造 を
解 析 した ところんr86△細胞で はβ一1,6一結合 の占める割合が減少 してい た(TableI)。




本研 究において は、3cθrθ晦 ぬθ等の感受性酵母の細胞壁 β一グル カ ンの生 合成
を特異 的 に阻害す る とされるH〃 微 繊 キラー トキ シン(HM-1)に対 して、耐性 の形
質 を与 える遺伝子HκR1を3cθrev纏eのゲノム より単離 して構造 を決定 し、 また
その遺伝 子産物 の機能 を検 討 した。研(R1産物 はその推定構 造か ら細 胞表層 に存
在す るmamoproteinである と考え られた。H2(R1およびHκR1産物 に関 して は、本
来、細胞 壁 β一グルカ ンの合成阻害剤 とされ るHM-1トキ シンに耐性の形 質 を与 え
る遺伝 子 と して単 離 された こと、その遺伝子 破壊が致死の表現 型を と ること(Fig.
15、16)、また(ゑ2+結合の コンセ ンサ スであ るEF一ハ ン ドモ チー フを有す るこ と(Fig.
8)から、単 なる溝造タ ンパク質ではな く、何 らかの機能を有す る もので あ る と推
測 され たので、特 にその過剰発現 が細胞壁 β一グル カンの合成系 に及ぼす 影響 につ
いて検 討 した。 その結果 、HκR1の過剰発現が細胞壁 中の アル カ リお よび 酸不溶
グル カ ンの含量 を上昇 させ るこ と(Fig.14)、またメチル化分析の結果 か らβ一1,3一
結 合の割合 を減少 させ るこ とが 明 らか とな り、β一グル カン合成 系への 関与が示 唆
され た。HκR1はS。cθ君瘤 加 の04b24のマルチ コピーサ プ レッサー遺伝 子で ある
掘5β2とヌ クレオチ ドお よび ア ミノ酸の レベルで配列 の相同性がみ られ たが 、
EκR1を過 剰発現 させて も温度感受性α娚4細 胞 は、nonperm蛉sivetemperatureでは生








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Galactose十 一 十 一 十 一
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本研究者は 厚碑3θπぬ 〃襯 縦 のキラー トキシンが感受性株である、∫配`加〆o駕脚θ3`θ〆卯ゴ鋤 θ
のβ一グルカン合成を阻害するとい う既報に目をとめ研究を開発した。 β一グルカソは真菌に存
在するが,人 類にはない成分である。本研究者はまず11.聯α軌 のキラー トキシン耐性の表現型
を与える遺伝子を8.oθプθ〃鋭αgから単離 した。この遺伝子をHκR1と命名 した。HKRノは5406
bpよりな り1802残基のア ミノ酸,分 子量189,000のタンパク質を コー ドしている。その
hydropathyplotよりN末端にはシグナルペプチ ドとして機能 しうる疎水性に富む リーダー配列
が,中央付近には大変に珍 しい繰 り返 し配列が,そ してC末 端付近には膜貫通領域 と推定される
非常に疎水性の高い領域が存在すことを明らかにした。また,8箇 所のN一 グリコシ ド結合部位
'
が存在することから酵母細胞表層にあり高度に糖修飾を受けているものと推定された。本遺伝子






ン含量が増大 していた。メチル化分析ではβ一1,3一 結合の含量が減少 していた。∬κ1～/の遺
伝子破壊を行い,胞子の四分子解析をした結果,四 胞子中二個のみが発芽し,H1(R∫は致死的な
遺伝子であることを明らかにした。
キラー トキシンは β一1,3一 およびβ一1,6一 グルカン系の多糖 と強い相互作用を持つ。
HKRノ過剰発現によるキラー トキシン耐性獲得機構を検討 し,HκR/タンパク質が細胞壁 β一グ
ルカン合成に直接関与することを明らかにした。
以上の結果,審 査員一同本研究者に博士(農 学)の 学位を授与するに価するものと認定した。
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